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= (54) Title: BIOCOMPATIBLE CROSSLINKED GEL 

^ (54) Titre : GEL RETICULE BIOCOMPATIBLE 

(57) Abstract: The invention relates to a method for producing a biocompatible crosslinked gel consisting in crosslinking a deter- 
mined quantity of at least one type of liquid biocompatible polymer by adding a quantity of crosslinking agent, in carrying out a 
crosslinking reaction, in adding an additional quantity of liquid polymer whose molecular mass is greater than 500,000 Da, in solving 
the reaction mixture in such a way that the total concentration of the liquid polymer is reduced, in crosslinking and in stopping the 
crosslinking reaction by removing the crosslinking agent. The inventive gel and the use thereof are also disclosed. 
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(57) Abrege : L invention conceme un procede de fabrication d'un gel reticule biocompatible comportant les etapes : d'amorgage 
de la reticulation d'une quantite determinee d'au moins un polymere biocompatible en solution par I'ajout d'une quantite d'agent 
reticulant, de reaction de reticulation de ladite quantite de polymere, d'ajout d'une quantite supplementaire de polymere de masse 
moleculaire superieure a 500 000 Da en solution avec dilution du melange reactionnel de maniere a diminuer la concentration globale 
du polymere en solution, et de reticulation, et d' arret de la reaction de reticulation par elimination de P agent reticulant ; ainsi que le 
dit gel et son utilisation. 
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GEL RETICULE BIOCOMPATIBLE 

La presente invention conceme un procede de fabrication d'un gel reticule 
biocompatible, ledit gel et I'utilisation dudit gel pour constituer une matrice 
comportant au moins un principe actif disperse ou pour separer, remplacer ou 
5 combler un tissu biologique ou augmenter le volume dudit tissu ou encore 
suppl6menter ou remplacer un fluide biologique. 

L' augmentation du volume tissulaire peut etre souhaitee a la fois dans le cas 
d' applications therapeutiques et dans un but cosmetique. EUe peut etre effectuee par 
introduction d'une solution viscoelastique a base de produits permanents ou 
10 biodegradables daus les tissus biologiques. 

L'injection de solutions viscoelastiques k base de produits permanents ou 
biodegradables est egalement envisagee pour remplacer un fluide biologique. 

Par exemple, elle est utilisee pour remplacer le liquide synovial naturel qui, 
chez les patients arthrosiques, ne peut plus assurer ses fonctions chondroprotectrices, 
15 de lubrification et d'absorption des chocs compte tenu d'une reduction de la quaatite 
et de la masse moleculaire des glycosaminoglycanes constitutifs. Mais cette solution 
viscoelastique, lorsqu'elle est constituee k base de produits biodegradables, est 
rapidement eliminee de la poche synoviale. 

Dans le cas d'autres applications therapeutiques, ce type de solution 
20 viscoelastique est utilise pour certains tissus qui necessitent d'etre elargis pour 
assurer leur fonction ; il s'agit par exemple des cordes vocales, de Toesophage, du 
sphincter ou de I'uretre. 

Dans le cas des applications cosmetiques, ce type de solution viscoelastique 
est utilise par exemple, pour le comblement des rides, le masquage des cicatrices, ou 
25 Taugmentation du volume des levres. L'injection de ces solutions viscoelastiques est 
une methode simple, non invasive, moins risquee et moins onereuse que la chirurgie 
esthetique. 

L'utilisation de solution viscoelastique a base de produits permanents 
presente Tavantage d'une longue remanence dans les tissus oil la solution 
30 viscoelastique est injectee. 
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L'injection de silicone a tres longtemps ete utilisee. Cependant, compte tenu 
des effets indesirables a long terme de cette methode, qui se caracterisent par 
r apparition de nodules et d'ulcere de la peau, cette pratique est peu a peu 
abandonnee. 

5 L' injection de microparticules solides en suspension permet egalement une 

augmentation du volume tissulaire permanente. Le brevet US 5,344,452 decrit 
Tutilisation d'un solide pulverulent, constitue de petites particules, de diametre 
compris entre 10|Lim et 200|Lim, et ayant une surface tres lisse. ArtecoU® et 
Arteplast®, produits commercialises, sont constitues d'vme suspension de 

10 microspheres de polymethacrylate dans une solution de coUagene. Le brevet EP 
1 091 775 propose une suspension de fragments d'hydrogel de methacrylate dans une 
solution de hyaluronate. Les particules de silicone, ceramiques, de carbone ou 
metalliques (brevets US 5,451,406, US 5,792,478 et demande US2002151466), et les 
firagments de polytetrafluoroethylene, de verre ou de polymeres synthetiques 

15 (demande US2002025340) ont egalement ete utilisees mais les resultats sont 
decevants. En effet, des reactions secondaires, issues de la degradation biologique de 
la solution de mise en suspension biodegradable et de la migration des fragments 
residuels qui peuvent induire une reaction inflammatoire, peuvent survenir. En outre, 
rinjection de particules au travers d'une aiguille fine pent Stre difficile si les 

20 particules ont une diametre trop important ou une forme irreguliere qui peut 
provoquer 1' agglutination des particules entre elles. De plus, Tinjection de particules 
fragiles peut endommager leur structure ce qui aboutit a Tinjection de particules trop 
fines qui n'adherent pas aux cellules environnantes mais migrent vers d'autres tissus, 
ou sont rapidement digerees par les macrophages et les autres constituatits du 

25 systeme lymphatique. 

D'une maniere generale, le caractere permanent de ces produits induit des 
inconvenients majeurs (US 6 436 424) qui sont notamment le risque d' activation des 
macrophages, la migration des fragments synthetiques constitutifs du produit 
pouvant provoquer une reaction inflammatoire pouvant meme aboutir a T apparition 
30 de granulomes. Le traitement de ces granulomes necessite alors soit un traitement 
therapeutique par injection de steroides soit un traitement chirurgical par excision, 
ces traitements pouvant avoir des consequences lourdes sur la sante du patient ou sa 
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qualite de vie. Par consequent, les effets secondaires des produits permanents sont si 
nefastes qu'ils decouragent Tutilisation de ces produits dans un but purement 
esthetique. De plus, Tinjection de solution viscoelastique a base de produits 
permanents ne permet pas de retouche si necessaire. 

5 Parmi les materiaux biologiquement degradables, 11 existe des suspensions de 

coUagene ou d'acide hyaluronique reticule. 

Collagen Corporation a developpe une preparation a base de coUagene 
reticule avec du glutaraldehyde decrite dans le brevet US 4 582 640. Cependant, ce 
produit est degrade rapidement au sein du tissu ou il est injecte, par les macrophages, 

10 ou par action enzymatique ou chimique et est ensuite ^limine du tissu par le systeme 
lymphatique. Le brevet US 5 137 875 propose Tutilisation de suspensions ou 
solutions aqueuses de coUagene contenant de Tacide hyaluronique, mais ce produit 
ne pent constituer un traitement a long terme car il est egalement rapidement digere 
puis elimine par le systeme lymphatique. Des traitements rep6tes sont done 

15 necessaires ce qui engendre un cout considerable et diminue la qualite de vie du 
patient. 

Le brevet EP 0 466 300 propose Tinjection d'un gel viscoelastique 
biphasique compose d'mie matrice dispersee dans une phase liquide, les deux phases 
etant composees par du hyalan, hyaluronate de haute masse mol6culaire d'origine 

20 animale, reticule et extrait. L'utilisation d'un polymere de haute masse moleculaire 
permet une plus grande remanence du gel viscoelastique biodegradable dans le tissu. 
Cette technologie a donne lieu a plusieurs produits sur le marche tels que le 
Hylaform®, pour le comblement des depressions de la matrice intercellulaire du tissu 
conjonctif, ou le Synvisc®, produit de viscosupplementation pour le traitement de 

25 rarthrose. 

Parmi les produits biodegradables biphasiques, peuvent egalement 8tre cites 
Restylane®, Macrolane®, Perlane®, ou Durolane®, autres compositions biphasiques 
constituees d'une phase fluide (hyaluronate non reticule) et d'une phase composee 
d'acide hyaluronique tres reticule. Destines a T augmentation du volume tissulaire 
30 (visage, seins) ou au traitement arthrosique, ces produits sont bases sur la technologie 
NASHA detenue par Q-Med. II a ete egalement observe que, dans certains cas, 
l'utilisation de produits biphasiques pouvait induire des reactions inflammatoires 
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voire engendrer T apparition de granulomes (Laeschke K. Biocompatibility of 
microparticles into soft tissues fillers. Congress of Aesthetic Medicine and 
Dermatologic Surgery, Paris, 2003) meme si ces reactions sont moins observees 
qu'en presence d'un gel a base de polymeres synthetiques. De plus, la phase fluide 
5 est tres rapidement eliminee, ce qui engendre une perte de matiere correspondant au 
volume de cette phase fluide. Par consequent, lorsqu'une augmentation du volume 
tissulaire est recherchee, de nombreuses retouches sont necessaires apres la premiere 
injection, ce qui diminue la qualite de vie de Tutilisateur. 

Enfin, plusieurs gels viscoelastiques monophasiques ont ete proposes soit 
10 pour homogeneiser le taux de reticulation au sein du gel (demande de brevet US 
20030148995), soit pour controler la biodegradabilite du gel (US 4 963 666), soit 
pour controler les proprietes viscoelastiques du gel (US 5 827 937). Une forte 
reticulation des polymeres permet xme plus grande remanence dans le tissu du gel 
visco61astique biodegradable. Cependant Tinjection du gel comportant un tel 
15 polymere fortement reticule est plus difficile. De plus, Tinjection d'lm tel gel 
firagilise mecaniquement les sites non reticules du polymere qxxi deviennent plus 
vuln6rables a des attaques biochimiques et enzymatiques, ce qui favorise xme 
degradation rapide du gel. 

L'invention a pour but de proposer im gel reticule biocompatible qui evite les 
20 inconvenients precites, qui presente les avantages simultanes de mise en oeuvre facile 
dans son utilisation clinique et de duree de vie telle que le gel reticule biocompatible 
disparaisse lorsque sa fonction n'est plus souhaitee, mais suffisante pour limiter le 
nombre d' administrations par actes xnedicaux ou chirurgicaux. 

A cet effet, I'invention a pour objet im precede de fabrication d'un gel 
25 reticule biocompatible comportant les etapes : 

d'amor9age de la reticulation d'lme quantite determinee d'au moins un 
polymere biocompatible en solution par Tajout d'une quantite d' agent reticulant, 

de reaction de reticulation de ladite quantite de polymere, 

d'ajout d'une quantite supplementaire de polymere de masse moleculaire 
30 superieure a 500 000 Da en solution avec dilution du melange reactionnel de maniere 
a diminuer la concentration globale du polymere en solution, et de reticulation, et 
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d' arret de la reaction de reticulation par elimination de T agent reticulant. 

L'etape d'ajout d'une quantite supplementaire de polymere permet Tapport 
de sites reactiomiels nouveaux. 

Ce precede permet d'obtenir xm gel reticule biocompatible presentant 
5 simultanement les caracteristiques d'etre monophasique, polydensifie, cohesif, 
injectable et a longue remanence. 

Par cohesif, on entend une tendance du gel a se regrouper et non a se repandre 
ou se jfragmenter. Le caractere cohesif contribue done a I'obtention d'une 
compatibilite elevee et d'une longue remanence in vivo du gel. 

10 Par polydensifie, on entend une variation du degre de reticulation au sein 

meme du gel. Le caractere polydensifie du gel permet a la composition de cumuler 
les avantages d'injectabilite au travers d'une aiguille de faible diametre et de longue 
remanence in vivo du gel. 

Le caractere monophasique permet de reduire les risques de reactions 
15 inflammatoires et d'apparition de granulomes. 

L'effet de longue remanence du gel permet d'espacer les actes medicaux et 
done d'ameliorer la qualite de vie des patients. 

Un tel gel monophasique polydensifie cohesif obtenu suivant le procede de la 
presente invention se caracterise par une injectabilite facilitee et une remanence in 
20 vivo superieure h celle d'un gel monophasique de meme composition, dont le taux de 
reticulation est homogene au sein du gel. 

Selon xm mode de realisation particulier de I'invention, l'etape d'amor9age de 
la reticulation est realisee en milieu basique. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, l'etape d'amor9age de la 
25 reticulation est realisee en milieu acide., 

Selon une variante de I'invention, une quantite supplementaire d'agent 
reticulant est ajoutee lors de l'etape d'ajout d'une quantite supplementaire de 
polymere. 
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Preferentiellement, I'etape d' arret de la reticulation est realisee par dialyse. 
La dialyse assure Tarret final de la reaction. EUe elimine I'agent reticulaat et les 
petites chaines de polymere n'ayant pas reagi. 

Avantageusement, les polymeres sent d'origine naturelle. L'utilisation de 
5 polymeres d'origine naturelle permet une meilleure biocompatibilite c'est-a-dire 
qu'une telle utilisation engendre moins de risques de reaction inflammatoire. 

Preferentiellement, les polymeres d'origine naturelle sont des composes 
choisis dans le group e constitue par : I'acide hyaluronique, la chondroitine sulfate, le 
keratane, le keratane sulfate, Theparine, Theparane sulfate, la cellulose et ses derives, 
10 les alginates, le xanthane, la carraghenine, les proteines ou les acides nucleiques. 

De maniere encore plus avantageuse, au moins un polymere d'origine 
naturelle est un polymere non naturellement present chez Tetre himiain choisi dans le 

groupe constitue par : la cellulose et ses derives, les alginates, le xanthane, la 
carraghenine, polymere qui est reticule avec au moins un polymere naturellement 
15 present chez I'etre humain choisi dans le groupe constitue par : Tacide hyaluronique, 
la chondroitine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, Theparine, Fheparane sulfate, 
les proteines ou les acides nucleiques. 

Avantageusement, Tagent reticulant est ime molecule bi- ou poly- 
fonctionnelle selectionnee parmi les composants du groupe constitue par les 
20 epoxydes, les epihalohydrines et la divinylsulfone. 

L'invention a egalement pour objet un gel prepare par le procede 
susmentionne. 

De maniere preferentielle, le gel constitue une matrice comportant au moins 
un principe actif disperse. Le gel sera alors utilise comme vecteur permettant une 
25 liberation progressive dudit principe actif au sein du liquide ou du tissu biologique ou 
il a ete injecte. 

Enfin, Tinvention a pour objet Tutilisation de ce gel pour separer, remplacer 
ou combler un tissu biologique ou augmenter le volume dudit tissu ou encore 
supplementer ou remplacer im fluide biologique, 

30 L'invention sera mieux comprise, et d'autres buts, details, caracteristiques et 

avantages de celle-ci apparaitront plus clairement au cours de la description 
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explicative detaillee qui va suivre, d'rni mode de realisation de Tinvention donne a 
titre d'exemple purement illustratif et non limitatif. 

La precede de fabrication du gel reticule biocompatible se caracterise par les 
etapes successives d'amorpage de la reticulation d'une quantite determinee d'au 
5 moins un polymere biocompatible en solution, de reaction de r6ticulation de ladite 
quantite de polymere, d'ajout d'une quantite supplementaire de polymere de masse 
moleculaire superieure a 500 000 Da en solution avec dilution du melange 
reactiomiel de maniere a diminuer la concentration globale du polymere en solution, 
et de reticulation, et d' arret de la reaction de reticulation par elimination de T agent 
10 reticulant. 

L'etape d'amor9age de la reticulation est realisee par I'ajout d'une quantite 
d' agent reticulant qui est une molecule bi- ou poly-fonctionnelle selectionnee parmi 
les composants du groupe constitue par les epoxydes, les epihalohydrines et la 
divinylsulfone. Les epoxydes preferes sont les composants choisis dans le groupe 
15 constitue par : le 1,4 butanediol diglycidyl ether (aussi appele 1,4-bis (2,3- 
epoxypropoxy)butane), le l-(2,3- epoxypropyl) 2,3- epoxy cyclohexane et le 1,2- 
ethanediol diglycidyl ether. 

Selon xm mode de realisation particulier de Tinvention, Tetape d'amor9age de 
la reticulation est realisee en milieu basique. La reaction de reticulation effectuee en 
20 milieu basique se traduit par la formation de liaisons ether qui sont tres solides. La 
reticulation par etherification permet une plus longue remanence in vivo. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, l'etape d'amor9age de la 
reticulation est realisee en milieu acide. La reaction de reticulation effectuee en 
milieu acide se tradmt par la foraiation de liaisons ester qui sont plus labiles que les 
25 Uaisons ether precedemment citees. Cependant ime plus grande labilite des pontages 
pent presenter certains avantages. Notamment, un tel gel utilise comme matrice 
comportant xm principe actif disperse permet xme autre cinetique de liberation dudit 
principe actif plus adaptee k certaines applications. 

La reaction de reticulation est la reaction qui assure le pontage des chames de 
30 chaque polymere entre eux. Elle pent etre quantifiee par la determination du taux de 
reticulation. 
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Le taux de reticulation est defmi comme le rapport entre le nombre de moles 
d' agent reticulant assurant le pontage des chaines de chaque polymere et le nombre 
de moles de motifs du polymere. 

La reticulation s'effectue dans une plage de temperatures preferentielles de 
5 25°Ca60°C. 

La reticulation peut s'effectuer sur xm meme polymere ou sur un melange de 
polymeres. 

Les polymeres engages dans la reaction de reticulation peuvent Stre 
synthetiques mais sont avantageusement d'origine naturelle. L'utilisation de 
10 polymeres d'origine naturelle permet une meilleure biocompatibilite, c'est-a-dire 
qu'une telle utilisation engendre moins de risques de reaction inflammatoire. 

Preferentiellement, on utilise les polymeres d'origine naturelle 
susmentionunes. 

n est cependant bien Evident que Tinvention ne se limite pas aux polymferes 
15 susmentionnees mais peut utiliser des polymeres de nature et de taille differente. 

L'etape d'ajout d'une quantite supplementaire de polymere s'accompagne 
d'une dilution du milieu reactionnel de sorte que la concentration totale en polymere 
de la solution diminue. 

Dans ces conditions, les chaines de polymere apportant des sites de 
20 reticulation nouveaux vont reagir avec T agent de reticulation residuel et/ou ajoute en 
faible quantite, en se fixant sur le gel reticule initial et entre elles avec un plus faible 
taux de reticulation puisque la quantite d' agent de reticulation a diminue. Le nombre 
de pontages sur les chaines de gel forme dans la premiere etape de reticulation est 
superieur au nombre de pontages entre celui-ci et les chaines ajoutees et au nombre 
25 de pontages entre les chaines ajoutees. Le degre de reticulation varie done au sein du 
gel final qui est constitue de noyaux fortement reticules (par exemple avec un taux de 
reticulation de 25%) relies entre eux par un gel de moins en moins reticule (dont le 
taux de reticulation diminue progressivement et peut atteindre 1%). Cette 
particularit6 lui confere proprietes viscoelastiques exceptionnelles qui permettent au 
30 gel, tout en presentant xm taux de reticulation important et done une longue 
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remanence in vivo, d'etre cohesif (un seul et meme gel) et injectable par toute sorte 
de dispositifs medicaux et notamment les aiguilles fines. 

L'ajout de polymeres supplementaires s'effectue a tout niveau d'avancement 
de la reaction de reticulation initiale, avantageusement k 75% de la reaction de 
5 reticulation initiale. Cette 6tape pent Stre effectuee par apport de polymere de fa9on 
continue ou discontinue. 

Les polymeres supplementaires doivent presenter une masse moleculaire 
superieure a 500 000 Da. lis peuvent egalement etre synthetiques ou naturels. lis 
peuvent etre ajoutes sous forme de melange de polymeres. lis peuvent etre de nature 
10 ou de taille identique ou differente de ceux utilises dans Tetape de reticulation 
initiale. De maniere avantageuse, les polymeres supplementaires ajoutes sont 
constitues de plus longues chaines que les polymeres presents initialement. Ceci 
confere au gel une amelioration de sa structure mecanique exteme, les longues 
chaines etant plus difficilement degradees que les courtes. 

15 Ce precede pemiet par consequent d'obtenir un gel reticule biocompatible 

presentant simultanement les caracteristiques d'etre monophasique, polydensifie, 
cohesif, injectable et a longue remanence. 

Selon un certain mode de realisation de Tinvention, une quantite 
supplementaire d'agent reticulant est ajoutee lors de I'etape d'ajout d'une quantite 
20 supplementaire de polymere. Get agent de reticulation pourra etre de natm'e identique 
ou differente a celle de celui utilise lors de la reaction d'amor9age de la reaction. II 
est preferentiellement choisi parmi les composants du groupe susmentionne. La 
quantite ajoutee est nettement inferieure a la quantite ajoutee pour la reticulation 
initiale. 

25 L'etape d'arrSt de la reaction de reticulation assure TarrSt final de la reaction. 

EUe est par exemple realis6e par dialyse qui permet d'eliminer Tagent reticulant et 
les petites chaines de polymere n'ayant pas reagi. En effet Tinjection d'un gel 
comportant un tel agent induit des reactions inflammatoires car ces agents sont des 
composants chimiques difficilement assimilables et tres reactifs. 

30 De maniere preferentielle, le gel constitue une matrice comportant au moins 

un principe actif disperse. Le gel est alors utilise comme vecteur permettant une 



wo 2005/085329 



PCT/FR2005/000197 



liberation progressive dudit principe actif au sein du liquide ou du tissu biologique ou 
il a ete injecte. Le principe actif est un agent pharmacologiquement actif pouvant etre 
par exemple un agent anti-oxydaat. Le principe actif peut egalement etre de nature 
differente. Un melange de principes actifs de nature differente peut egalement etre 
5 disperse dans le gel. 

Ce gel est preferablement injecte. 

Enfin, le gel est avantageusement utilise pour separer, remplacer ou combler 
un tissu biologique ou augmenter le volume dudit tissu par exemple dans le cas 
d' applications therapeutiques (augmentation du volume des cordes vocales, de 
10 Toesophage, du sphincter, de Turetre ou d'autres organes) ou dans xm but cosmetique 
pour le comblement des rides, le masquage des cicatrices, ou Taugmentation du 
volume des levres. 

II peut egalement supplementer ou remplacer un fluide biologique, par 
exemple le liquide synovial naturel. 

15 Des exemples sont proposes afin d'illustrer Tinvention mais ne sont 

nuUement limitatifs de Tinvention. 

Exemple 1 fcomparatif) 

20 10 g d'acide hyaluronique (MM=2xlO^Da) sont dilues dans 100 ml d'une 

solution de NaOH a 1%. L'acide hyaluronique est hydrate par cette etape prealable a 
la reticulation. 

Le tout est homogeneise dans un melangeur jusqu'a ce qu'une solution 
transparente soit obtenue. 

25 La reaction de reticulation est alors amorcee par ajout de 470 jil de 1,4- 

butanediol diglycidyl ether (BDDE) a la solution et le tout est melange pendant 15 h 
a 25 °C, dans ime atmosphere privee d'oxygene. 

Le pH est reajuste au pH physiologique a I'aide d'HCl IM. Le volume est 
ajuste a 400 ml a I'aide d*une solution tamponnee a pH=7. 
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Le gel obtenu est ensuite dialyse pendant 24 h (cellulose regeneree, limite de 
separation : MM=60 kDa) contre ime solution tamponnee a pH=7 (Gel I). 

Ce gel a une teneur en acide hyaluronique totale de 2,5% en masse. 

5 Exemple 2 (comparatif) 

Le gel est ici realise de la meme maniere que dans T exemple 1 sauf qu'im 
quantite plus importante d'agent reticulant est ajoutee. 

10 g d'acide hyaluronique (MM=2xlO^Da) sont dilues dans 100 ml d*une 
10 solution de NaOH k 1%. 

Le tout est homogeneise dans un melangeur jusqu'a ce qu'une solution 
transparente soit obtenue. 

760 |Lil de 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite ajoutes a la 
solution et le tout est melange pendant 15 h a 25 °C, dans une atmosphere privee 
15 d'oxygene. 

Le pH est reajuste au pH physiologique a Taide d'HCl IM. 

Le volume est ajuste a 400 ml a Taide d'une solution tamponnee a pH===7. 

Le gel obtenu est ensuite dialyse pendant 24 h (cellulose regeneree, limite de 
separation : MM=60 kDa) contre une solution tamponnee a pH=7 (Gel II). 

20 Ce gel a une teneur en acide hyaluronique totale de 2,5% en masse. 

Exemple 3 (comparatif) 

Le gel est ici realise de la meme maniere que dans les exemples 1 ou 2 sauf 
25 qu'im quantite encore plus importante d'agent reticulant est ajoutee. 

10 g d'acide hyaluronique (MM=2xl0^Da) sont dilues dans 100 ml d'une 
solution de NaOH a 1%. 
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Le tout est homogeneise dans un melangeur jusqu'a ce qu'une solution 
transpaxente soit obtenue. 

950 jLil de 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite ajoutes a la 
solution et le tout est melange pendant 15 h a 25°C, dans une atmosphere privee 
5 d'oxygene. 

Le pH est reajuste au pH physiologique a Taide d'HCl IM. 

Le volume est ajuste a 400 ml a Taide d'xme solution tampoimee a pH=7 et 
Tensemble est homogeneise. 

Le gel obtenu est ensuite dialyse pendant 24 h (cellulose regeneree, limite de 
10 separation : MM=60 kDa) contre une solution tamponnee a pH=7 (Gel III). 

Ce gel a une teneur en acide hyaluronique totale de 2,5% en masse. 



Exemple 4 fselon Tinvention) 



15 10 g d'acide hyaluronique (MM=2xlO Da) sont dilues dans 100 ml d'une 

solution de NaOH a 1%. 

Le tout est homogeneise dans un melangeur jusqu'a ce qu'ime solution 
transparente soit obtenue. 

La reaction de reticulation est amorcee par Tajout de 950 |li1 de 1,4-butanediol 
20 diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite ajoutes a la solution et le tout est melange 
pendant 9 h a 25 °C, dans une atmosphere privee d'oxygene. 

Puis, un polymere supplementaire est ajoute tout en ajustant le volume a 
300 ml a Taide d'une solution d'acide hyaluronique 0,5% pH=l 1 (MM==2xlO^Da). 

La reaction continue encore 6 h. Le pH est reajuste au pH physiologique a 
25 Taide d'HCl IM et le volume ajuste a 400 ml. 

L'ensemble est homogeneise. 

Afm d'arreter definitivement la reaction de reticulation, le gel obtenu est 
ensuite dialyse pendant 24 h (cellulose regeneree, Umite de separation : MM==60 
IdDa) contre ime solution tampoimee a pH=7 (Gel IV). 
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Seul ce dernier gel est realise selon rinvention, les trois autres types de gel 
etant realises selon I'etat de la technique, c'est-a-dire avec une reticulation uniforme. 

Ce gel a une teneur en acide hyaluronique totale de 2,75% en masse. 

5 Une etude rheologique a ete realisee sur les gels presentes dans les exemples 

1 a4. 

Cette etude consiste en la mesure de la force limite d' extrusion (F) d'un gel 
c'est-a-dire la force apartir de laquelle le gel peut Stre extrude. 

Poxxr cela, le gel est contenu dans un cylindre en acier inoxydable de 2,5 cm 
10 de diametre et extrude au travers d'un pore de 0,2inm de diametre. 

Les resultats obtenus sont presentes par le tableau suivant : 



Type de gel 


F (N/mm^) a=0,15N/mm^ 


I 


3,56 


n 


5,85 


ni 


7,40 


rv 


6,12 


a: ecart type 



Les gels I, II et III representent des gels dont le taxix de reticulation est 
15 constant dans le gel. Seul le gel IV presente un gel dont le taux de reticulation est 
variable. 

Cette methode met en evidence tout d'abord qu'un ajout croissant d'agent 
reticulant (entre les gels de type I a III) se traduit par une force limite d' extrusion 
egalement plus importante, c'est-a-dire que la force a appliquer pour extruder un gel 
20 a taux de reticulation croissant augmente pour les gels presentant un taux de 
reticulation homogene. 

Le gel de type IV (gel selon I'invention) a 2,75% en masse d' acide 
hyaluronique s'injecte quasi aussi facilement qu'un gel a 2,5% en masse d'acide 
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hyaluronique de taux de reticulation plus faible et homogene (gel de type 11) et plus 
facilement (avec une force F 15% plus faible) qu'un gel a 2,5% en masse d'acide 
hyaluronique dont le taux de reticulation est identique mais homogene (gel de type 

ni). 

5 Par consequent, cet exemple prouve qu'un gel selon Tinvention, dont le taux 

de reticulation est heterogene, permet, a un taux de reticulation important, et done de 
remanence in vivo importante, d'Stre facilement extrude par des dispositifs de type 
aiguille fine. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de fabrication d'un gel reticule biocompatible comportant les 

etapes : 

d'amorgage de la reticulation d'une quantite determinee d'au moins un 
5 polymere biocompatible en solution par Tajout d'une quantite d'agent reticulant, 

de reaction de reticulation de ladite quantite de polymere, 

d'ajout d'une quantite supplementaire de polymere de masse moleculaire 
superieure a 500 000 Da en solution avec dilution du melange reactionnel du 
in.elange reactionnel de maniere a diminuer la concentration globale du polymere en 
10 solution, et de reticulation, et 

d'arret de la reaction de reticulation par elimination de Tagent r6ticulant. 

2. Precede selon la revendication 1, caracteris6 en ce que T^tape d'amor9age 
de la reticulation est realisee en milieu basique. 

3. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que Tetape d'amorgage 
15 de la reticulation est realisee en milieu acide., 

4. Precede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'une 
quantite supplementaire d'agent reticulant est ajoutee lors de Tetape d'ajout d'mie 
quantite supplementaire de polymere. 

5. Precede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que I'etape 
20 d' arret de la reticulation est realisee par dialyse. 

6. Precede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les 
polymeres sent d'origine naturelle. 

7. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que les polymeres 
d'origine naturelle sent des composes choisis dans le groupe constitue par : I'acide 

25 hyalurenique, la chondroi'tine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, I'heparine, 
rheparane sulfate, la cellulose et ses derives, les algiaates, le xanthane, la 
carraghenine, les proteines eu les acides nucleiques. 

8. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'au moins un 
polymere d'origine naturelle est un polymere non naturellement present chez I'etre 
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hvimain choisi dans le groupe constitue par : la cellulose et ses derives, les alginates, 
le xanthaae, la carraghenine, polymere qui est reticule avec au moins un polymere 
naturellement present chez I'etre humain choisi dans le groupe constitue par : I'acide 
hyaluronique, la chondroitine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, rheparine, 
5 rheparane sulfate, les proteines ou les acides nucleiques. 

9. Precede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise en ce que I'agent 
reticulant est une molecule bi- ou poly-fonctionnelle selectionnee parmi les 
composants du groupe constitue par les epoxydes, les epihalohydrines et la 
divinylsulfone. 

10 10. Gel prepare par le precede selon Tune des revendications 1 a 9. 

11. Gel selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il constitue un gel 
comportant au moins un principe actif disperse. 

12. Utilisation du gel selon la revendication 10 ou 1 1, pour separer, remplacer 
ou combler un tissu biologique ou augmenter le volxitne dudit tissu ou encore 

15 supplementer ou remplacer un fluide biologique. 
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